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• Abstract ; . 

DEI 9936875 A NOVELTY - Assay for detecting microorganisms in a sample, comprising fixing the microorganisms, incubating Ae microorganisms 
with detectable nucleic acid probe molecules, removing unhybridized probe molecules, releasing hybridized probe molecules, and detecting and 
optionally quantitating the released probe molecules. 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is also included for a kit for performing the assay, comprising at least one hybridization 
buffer and at least one nucleic acid probe for specifically detecting a microorganism and at least one nucleic acid probe for performing a negative 
control. 

USE - The assay is useful for detecting and optionally quantitating yeasts, bacteria, algae or fungi, especially Salmonella bacteria, in environmental 
samples (especially water, soil and air), foodstuffs (especially milk, dairy products, drinking water, beverages, bakery products and meat), wastewater 
treatment samples (especially activated sludge or anaerobic sludge), biofilms and pharmaceutical or cosmetic products. 

ADVANTAGE - The assay can be perfonned using inexpensive equipment, e.g. a fluorimeter rather than an epi fluorescence microscope. (Dwg.0/2) 
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TECHNOLOGY FOCUS 

BIOLOGY - Preened Assay: The probes are complementary to chromosomal or episomal DNA, mRNA or rRNA sequences of the target 
microorganism and are labeled with a fluorescent or chemihtminescent molecule, a radionuclide, an enzyme, a hapten or a nudeic acid 
molecule detectable by hybridization. The release of the probes comprises incubation in 0.01 M Tris buffer (pH 7-1 1) at 80 degrees C 
Preferred Kit: The kit includes the Salmonella probe 5*-TCGACTGACTTCAGCTCC'3* and the non-salmonella probe 5'- 
CCTAA CTA CTTCTGGA GC-3 '. 
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(g) Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe mittels ei- 
ner Nukteinsauresonde. Herkommliche Verfahren smd z. 
B. die in situ-Hybrid isierung von Mikroorganismen mit 
fluoreszenzmarkierten Otigonukleotidsonden (fluoreszie- 
rende in situ-Hybridlsierung). Nachteil dieser Methode ist 
die Notwendigkeit, die Auswertung am Epifluoreszenzmi- 
kroskop vorzunehmen. ErfindungsgemaB werden die 
Nachteile des in situ-Hybridisierungsverfahrens uber- 
wunden, indem die nachzuweisenden Mikroorganismen 
in einer Probe mit einer spezifischen Nukteinsauresonde 
hybridislert werden, nicht hybridisierte Nukleinsaureson- 
denmolekule entfemt werden und die hybridisierten Nu- 
kleinsauresondenmolekule abgeldst und anschlieliend 
detektiert und gegebenenfalis quantifiziert werden. 
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Beschreibung 

. en .onnte viele Jahrzehnte nur nach.vorherg^n^^ Ku^tS:;^^?^^ 
krooiganismen und danut e,ntogetoto Amp ^ 

bensfahigerMikroorganism^ mmerte^^ .usschUeBen soUten. bo ^ 5;j^;togie und Stoffwechsdwege 
live Erfassung bestimmter ^^"PP^^.^Dhanotypischer Merkmale, ^; B-.''^' mit zwei entscheidenden 

10 Nachteaen verbunden. Erstens ^elegen un werden dafi bei der Nuiu 6^ ^^kriininiert werden. 

15 steUen-FehleinschltzungenderPopulations nut fluoteszenzmarkierten OUgonukle<> 

^«ne..ge.3b.w^eejnW^^^^ 

^ nfederiuevorhandenennbo^^^^^^^ 

Es konnte gezeigt ««,^^'^2drwerden konnen. Das \ferfahien^«^ sSenpopulation einer UmweUprobe 
«, Bakteriengesamtpopulation detekuen w maximal U% der «aKien n,arkierten Sonden, 

Inneihalb der letzten Jahre wume aie ^ . angewandt. bo komten aurtn ^ ^ Klaranla- 
veiedenstenUmwel^robenausgetes^^^^^^^ 

40 gen die jeweiUgenBaktenwipopubM Abwasserreimgwig.'ftopto^r ^ ^^^^ 

LbeiinderAnalysederBakteWuM^^^^^^^^ 
schlammanlagenwurtoeben^vjrte^^^ 

AddI Environ. Microbiol. 63: 2884). ^jnem KultivierungsshiftkommuvvaB j.^^ ^i^^ 

StgderBeleb.— ^^^^^^ 

45 viron. Microbiol. 59 : nukrobieUen Biozonose. »""=^.*f^Stschlamm eine untetgeordnete RoUe 

Zusammensetzung und Dynamkder mi ^^^^ ^^^^^ ^le im f ™*^^^^g dramadsch Qberscha^ 

VerhamisseinnerhalbtoBagmW^ 

spielen, aber den ^'"8^^^'"" solchen KultivierungsartefakB <Je S 

So konnte gezeigt werden,<faB a^mnd ^"^^^^ 
«, Uch ihrer RoUe als bwl<'8'«<=^®'.^°'P„Taen neu entwickelten fluorcszenzmaifaerten uenso 

iohl die in situ-Hybridisierjmg ma ^"^"^"^^ „g Uch macht, » «ch in^^^ 
naue Analyse von Bakterienpopvdahonen im ABw^^ ^ ^^^^^^^^^^ „^r^Seung stehen mussen. 
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e) Detektiereo und gegebenenfalls Quantiftzier&n der abgeldsten Nukleinsauiesondenmolekule. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soli unter "Fixieren" von Mikrooiganismen eine Behandlung verstanden wer- 
deUf mil der die den jeweiligen Mikroorganismus umgebenden HiiUen so durchlassig gemacht werdra soLLen, dafi die 
Nukleinsauresonde mil der gegebenenfalls kovalent verbundenen Maridening durch die Hiille penetrieren kann, um so 5 
die Zielsequenzen im Zellinneien erreichen zu konnen. Bei der Hiille kann es sich z. B. um die ein Virus umgebende Li- 
pidhiille, um die Zellwand eines Bakteriums oder die Zellmembran eines einzelligen Mikrooiganismus handeln. Zur Fi- 
xierung wird tiblicherweise eine geringprozentige Paraformaldebydldsung verwendet. SoUte mit einer Paraformaldehyd- 
losung im Einzelfall die einen Mikrooiganismus umgebende Schutzhiille nicht penetrierbar gemacbt werden konnen, so 
sind dem Fachmann ausreichend weitere MaBnahmen bekannt, die zu demselben Eigebnis fuhren. Dazu zahlen bei- 10 
spielsweise Ethanol, Methanol, Mischungen dieser Alkohole mit Paraformaldehyd, enzymatische Behandlungen, UlUra- 
schallbehandlung etc. 

Bei einer Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- oder RNA-Sonde handeb, die in der 
Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide umfassen wild, bevorzugt zwischen 12 und 100 oder 15 und 50, besonders be- 
vorzugt zwischen 17 und 25 Nukleotide. Die Nukleinsauresonde ist so ausgewahlt, daB es eine zu ihr komplementare Se- 15 
quenz ira nachzuweisenden Mikroorganismus bzw. in der Gruppe nachzuweisender Mikrooiganismen gibt Komple- 
mentaritat muB bei einer Sonde von nur ca. 15 Nukleotiden iiber 100% der Sequenz gegeben sein, bei Oligonukleotiden 
mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis mehrere Fehlpaarungsstellen erlaubL Es mufi jedoch gew^leistet sein, daB das 
Nukleinsauresondenmolekul mit moderaten und/oder stringraten Hybridisierungsbedingungen tatsachlich mit der Ziel- 
sequenz hybridisiert. Moderate Bedingungen im Sinne der Edindung sind z. B. 0% Formamid in einem Hybridisienings- 20 
puffer wie er in Beispiel 1 beschrieben ist. Stringente Bedingungen im Sinne der Erfindung sind beispielsweise 20-80% 
Formamid in dem in Punkt 5.2 von Beispiel 1 beschriebenen Puffer. 

Die Dauer der Hybridisiening betragt Ciblicherweise zwischen 10 Minuten und 12 Stunden; bevorzugt erfolgt die Hy- 
bridisiening fiir etwa 2 Stunden. Die Hybridisierungstemperatur betragt bevorzugt zwischen 44°C und 48°C, besonders 
bevorzugt 46T, wobei der Parameter der Hybridisierungstemperatui; wie auch die Konzentration an Salzen und Deter- 2S 
gentien in der Hybridisierungsldsung in Abhangigkeit von der Sonden bzw. den Sonden, insbesondere deren Lange(n) 
und dem Grad der Komplementaritat mit der Targetsequenz in der nachzuweisenden Zelle optimiert werden kann. Der 
Fachmann ist mit hier einschlagigen Berechnungen vertraut. 

Im Rahmen des erfindung sgemaBen Verfahrens hat eine typische Hybridisierungslosung eine Salzkonzentration von 
0,1 M bis 1,5 M, bevorzugt von 0,9 M, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise um Natriumchlorid handelL Weiter um- 30 
fafit der Hybridisierungspuffer ublicberweise ein Deteigens, wie z. B. Natriumdodecylsulfat (SDS), in einer Konzentra- 
tion von 0,001-0,1%, bevorzugt in einer Konzentration von 0,01%, und TOs/HQ in einem Konzentrationsbereich von 
0,001-0,1 M, vorzugsweise in einer Konzentration von 0,02 M. Der pH-Wert von Tris/HCl betragt ublicberweise zwi- 
schen 6 und 10, wobei ein pH von ca. 8.0 bevorzugt ist. Wie oben erwahnt, kann die Hybridisierungslosung des weiteren 
zwischen 0% und 80% Formamid enthalten, je nachdem welcher Grad von Suingenz erwunscht ist bzw. benotigt wird. 35 

Die Nukleinsauresonde soUte im Hybridisierungspuffer wenn moglich in einer Menge von 15 ng bis 1000 ng anwe- 
send sein, wobei diese Menge vorzugsweise in 80 ^1 Hybridisierungsldsung endialten ist. Besonders bevorzugt betragt 
die Sondenkonzentration 125 ng/80 pi Hybridisierungslosung. 

Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten und uberschiissigen Sondenmolekule entfemt werden, 
was ublicberweise mittels einer herkommlichen Waschlosung bzw. Waschpuffers erfolgt. Dieser Waschpuffer enthalt ge- 40 
wdhnlich^rweise 0,001-0,1% eines Detergens wie SDS, wobei eine Konzentration von 0,01% bevorzugt wird, und TVis/ 
HCl in einer Konzentration von 0,001-0,1 M, bevorzugt 0,02 M, wobei der pH-Wert von Tris/HCl im Bereich von 6,0 
bis 10,0, vorzugsweise bei 8,0, liegt. Weiter enthalt der Waschpuffer ublicberweise NaCl, wobei die Konzentration je 
nach benotigter Stringenz zwischen 0,003 M und 0,9 M, bevorzugt zwischen 0,01 M und 0,9 M, betragt Zusatzlich kann 
die Waschlosung EDTA enthalten, wobei die KonzenU-ation vorzugsweise 0,005 M betragt. 45 

Das "Abwaschen" der nicht gebundenen Sondenmolekule erfolgt ubhcherweise bei einer Tfemperatur im Bereich von 
44T bis 52°C, bevorzugt zwischen 46*'C und 50°C und besonders bevorzugt bei 48''C fur eine Dauer von 10-40 Minu- 
ten, vorzugsweise fiir 20 Minuten. 

Nach erfolgter in situ-Hybridisierung und anschlieBender Entfemung der nicht hybridisierten Nukleinsauresondenmo- 
Idciile mittels des oben beschriebenen Waschschrittes erfolgt die Abtrwinung der hybridisierten Sondenmolekule fiir die 50 
Detektion und, falls erwunscht, Quantifizierung der hybridisierten Sondenmolekule. Fiir diesen Extraktionsschritt sind 
solche Extraktionsmittel geeignet, die bei einer geeigneten Temperatur eine Denaturierung der Sonde von der T^getse- 
quenz gewahrleisten ohne die Sondemolekiile in nennenswertem AusmaB zu beschadigen. Bevorzugt wird hierfiir als 
Abloselosung bzw. Ablosepuffer Wasser, also H20dfisL/bidest» schwach gepuffertes Wasser, also bspw. Ttts/HCl, im 
Konzentrationsbereich von 0,001 M bis 1,0 M, besonders bevorzugt in einer Konzentration von 0,01 M. verwendet, wo- 55 
bei der pH von TYis/HCl zwischen 7,0 und 1 1 ,0, vorzugsweise 9,0, beU^gt. Weiter sind im Rahmen dieser Erfindung auch 
DMSO (Dimethylsulfoxid) und 1 x SSC, pH 10,0 2,0) als Extraktionsmittel geeignet, wobei 1 x SSC geeigneter- 
weise dutch Verdunnung einer 20 x SSC-Stamml6sung (175,2 g NaCl, 88,2 g Natriumcitrat, auffUllen mit Wasser auf 1 
Liter) zubereitet wird. 

Die Abldsung der Sondenmolekiile erfolgt ublicberweise fiir eine Dauer von 5 bis 30 Minuten, bevorzugt fur 15 Mi- 60 
nuten. Dabei erfolgt die Sondenextraktion in einem Ibmperaturbereich von 50-lOOT, vorzugsweise bei etwa 80T. In 
jedem Fall soUte versucht werden, die Extrakdon bei einer Ibmperatur durchzufuhren, die eine effektive aber gleichzei- 
tig fiir die Sondenmolekiile schonende Abtrennung gewahrleistet. Da die Sonden durch die Extraktionsbehandlung umso 
weniger beeintrachtigt werden, je geringer die Temperatur, wird eine Temperatur < 100®C, insbesondere < 90®C bevor- 
zugt 65 

In einem Vergleichsversuch wurden 4,8 x 10^ Burkholderia cepacia-Zellen mit zwei fluoreszrazmarkierten Oligonu- 
kleotidsonden (jeweils 2,5 pi BET42a-Cy3 bzw. NonEUB338-Cy3) mittels des earfindungsgemaBen Fast-F[SH-^^rfah- 
rens hybridisiert Die Sondenextraktion erfolgte 15 Minuten bei 80'^C mit 110 pi Abldseldsung, wobei H20bidnt» 0>01 M 
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Tri.mn nH 9 0 1 X SSC dH 10 0 DMSO und Formamid hinsichtUch des MeBsignals, also der FJuoreszenzintensitai 

"'^^'^A^wiil der jeweiUgen Nukleinsauresonde erfolgt in Abhangigkeit vom nachzuweisenden Mil^'g™: 
SoUen beSS nur nlkroorganismen derGattung Streptococcus salivarius nachgewiesen werden, mcht jed«:h 
Mto^SsSer Stung St.?ptococcus thermophUus, so wird der Fachmann eine gee^gnete Sequenz auswahten. 
d^S2e^S^us sivarius auftritt, in Streptococcus IhermophUus dagegen nicht. lypischerweise werden diese Se- 
SiL^n Srr^el Ss'rRNA ausgewahlt. 1st dagegen erwunscht, alle Bakterien der Gattung Streptococcus zu 
^?ein?S^enz ausgewahlt werden, die Streptococcus saKvarius und Streptococcus ^^^^^lus sow 
triS SwSr Swung Stritococcus gemeinsan. ist. Fur solche Sequenzen sind in der Literato bereits viele Bei- 
Tp eb wrsSS S z'b. B^imfohr et\l. (1993) System Appl. Microbiol. 16 : 450. Die Nu^-sauj^sonde 
Ei komEientfc zu ciner chrotnosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRNA oder rRNA des 
Jx^wSSSS^rganismus-Dabeiisteste^^^ 

mtt" der in einer Kopienzahl von mehr als 1 im jeweiligen nachzuweisenden MATE'S— ^IJ'^d^^ 
nachzuweis^nde Sequenz Uegt bevorzugt 500 - 100.000 mal pro ZeUe vor, besonders bevorzugt ^(^•^^:P^ 
rrSSSd.waruiidieNuklLsauresondebesondersbevorzugtkompleme^^ 

^ SfsiSesUndteae der Ribosomen, die. da sie die ProteinsynthesemolekOle darsteUen. m jeder aktiven ZeUe 

umTSSen der Nukleinsauresondenmolekiile in den Mikroorganismus und die Hybn(hsie™ng von NuUe.n- 
s^soTd^mSlen mit den Nukleinsauren des Mikroorganismus zu erlauben. Daran anschheBend werd^ nicht hy- 
SeS NuSeinsauresondenmolekaie durch ubUche Waschschritte entfemt. to Gegen«itz zum herkom^hen 
FTSH-vSahren werden nunmehr jedoch nicht die hybridisierten Nukieinsauresondenmolekule in situ, also im eweih- 
IS^^SSismSbeU^n, sondem von der nachzuweisenden Nukleinsaure wiederum abgelost und von zeUularen 
l«t«^STtSmL detekliert und gegebenenfaUs quantifiziert. Voraussetzung dafur ist, daS das erfindungsgemaB 
?:^^rt^^i5Sli5^^^^^ Diese Nachweisbarkeit kann z^B. durch kovalente Ve^- 

rgXTNuLnsauresondenmolekulsnuteinemdetek^^^^^ 

werden ubUcherweise fluoreszierende Gruppen, z. B. Cy-2, Cy-3 oder Cy-5, FITC, ]^.?^J^^^ 
Srt,ldem Fachmann aUewohlbekannt sind; der Nfolkttodigkeithalber sind eimge Marker.*^ 

Bezugsquellen in der folgenden Tabelle 1 angegeben. 
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FLUOS:5.(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimedester(BoehringerMamihdm, Mannheim, Deutschl^^^ 
7 50xl04m'or4"S AbSniMbei494nm;Emm„bei518nin,MG = 473. 
rmC- ?ettametl,ylrhSlamin-5,6 isothiocyanat (Isomer G. Molecular Probes Inc., Eugene, USA. I^bda, Graz. 

''?;-3'~^^^^ 

linatnn Heitrhts TJSAV £ = 1 5 X 105 moi'^ r\ Abs^ax bci 532 nm; Enimax bei 565 nm. MO = 765,y^ 
'"SiSis™ Cy5 18 (Biological Detection Systems, Pittsburgh. USA); (Ame^ham Ufe Sciences, Inc.. Ar- 
lineton Heights USA); e = > 2 x 105 mol-i 1"', Abs„^ bei 650 nm; Em™, bei 667 nm. MG = 791,99. 

bS VeSung von fluoreszierenden Markem wird das erfindungsgemaBe Verfahren m Anlehnung an das oben er- 
wahnte-FISH'^Verfahrenim folgenden auch als Tast-FISH"-Verfahren^^^ verwendet 

Altemativ werden chemolumineszierende Gruppen Oder radioakaveMarkierungen,z.B. S, ^, P, J, verwendet 
NachSSlaberauchgegebenseinduJ^AKopplungdesNukleinsa^^^^ 

SlrSolekUl, beispielsweisellkalischer Phosphatase, saurer Phosphatase, Peroxidase. Me«te"ichp«oxid^ P-D- 
Saktosidase oder Glukoseoxidase. Fiir jedes dieser Enzyme ist eine Reihe von Chromogenen bekannt die ansteUe des 
nSSSl^Si^S umgesetzt werden konnen, und entweder zu farbigen oder zu fluoreszierenden P^^^^ umge- 
setzt werden kSmien. Beispiele filr solche Chromogene sind in der nachfolgenden TkbeUe 2 angegeben. 
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TABELLE2 

Enzyme Chromogen 

1 . Alkalische Phosphatase und saure Phosphatase 4-Methylunibellifeiylphosphat (♦), Bis(4-Methyiumbel- 

liferylphosphat), (*) 3-0-Methylfluoreszein, Flavon-3- ^ 
Diphosphattriammoniumsalz p-Nitrophenylp- 
hosphatdinatriumsaiz 

2. Peroxidase Tyraminhydrochlorid (♦), 3-(p-Hydroxyphenyl)-Propi- 

onsaure (*), p-Hydroxyphenethylalkohol (*), 2,2'-Azi- 
no-di-3-ethylbenzthiazolinsulfonsaure (ABTS), ortho- 
Phenylendiamindihydrochlohd, o-Dianisidin, 5-Aimno- 
salicylsaure, p-Ucresol (♦), 3,3'-dimethyloxybeiizidin, 
3-Methyl-2-benzothiazolinhydrazon, Tetramethylben- 
zidin 

3. MeerretlichpeiDxidase H2O2 + Dianunoniumbenzidin H2O2 + Tetramethylben- 

zidin 

4. P-D-Galaktosidase o-Nitrophenyl-P-D-galaktopyranosid, 4-Methylumbel- 

liferyl-P-D-galaktosid 

5. Glukoseoxidase ABTS, Glukose und Thiazolylblau 



♦ Ruoreszenz 



20 



SchlieBlich ist es mdglich, die NukleinsauresondenmolekUle so zu gestaiten, dafi an ihrem 5 - oder 3'-£nde eine wei- 
tere zur Hybridisierung geeignete Nukleins^uiesequraz vorhanden ist. Diese NukleinsSuiesequenz umfaBt wiederum ca 2S 
15 bis 1000, bevorzugt 1 5 bis 50 Nukleotide. Dieser zweite Nukleinsaurebereich kann wiederum von Oligonukleotid- 
sonden erkannt werden, die durch eines der obenerwahnten Mittei nachweisbar sind. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren NukleinsauresondenmolekUle mit einem Hap- 
ten. Nach Ablosung der NukleinsauresondenmolekUle von der Zielnukleinsaure konnen die nunmehr separat vorliegen- 
den NukleinsauresondenmolekUle mit das Hapten erkennenden nachweisbaren Antikorpem in Kontakt gebracht werden. 30 
Bin bekanntes Beispiel fUr ein solches Hapten ist Digoxigenin oder seine Derivate. Dem Fachmann sind Uber die ange- 
gebenen Beispiele hinaus viele weitere Moglichkeiten bekannt, ein zur Hybridisierung verwendetes Oligonukleotid zu 
detektieren und zu quantifizieren. 

Die Vielzahl moglicher Markierungen ermoglicht auch den gleichzeitigen Nachweis von zwei oder mehr verschiede- 
nen, sich Uberlappenden oder sich nicht Uberlappenden Populationen. So kann z. B. durch Verwendung von 2 verschie- 35 
denen Ruoreszenzmark^ Streptococcus salivarius neben Strq)tococcus thermophilus, od^ Streptococcus salivarius 
neben der Streptococcen-Gesamtpopulation nachgewiesen werden. 

Der mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens nachzuweisende Mikroorganismus kann ein prokaryontischer oder eu- 
karyontischer Mikroorganismus sein. In den meisten Fallen wird es erwunscht sein, einzellige Mikrooiganismen nach- 
zuweisen. Relevante Mikroorganismen sind dabei vor allem Hefen, Bakterien, Algen oder Pilze. 40 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung handelt es sich bei dem Mikrooiganis- 
mus um einen Angehorigen der Gattung Salmonella. 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann vielfaltig angewendet werden. So ist es z. B. geeignet, Umweltproben auf das 
Vorhandensein bestimmter Mikroorganismen zu untersuchen. Diese Umweltproben konnen aus dem Wasser, aus dem 
Boden oder aus der Luft entnonmien sein. Fur den Nachweis von bestimmten Bakterien in Umweltproben ist normaler- 45 
weise keinerlei vorausgdiende Kultivierung notwendig. 

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet fur das erhndungsgemaBe Verfahren ist die KontroUe von Lebensmittelpro- 
ben. In bevorzugten Ausfuhrungsformen werden die Lebensmittelproben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, 
Quark, Kase, Butter, Buttermilch), TVinkwasser, Getranken (Safte, Limonade, Bier), Backwaren oder Fleischwaren ent- 
nommen. FUr den Nachweis von Mikroorganismen in Lebensmitteki kann u. U. eine vorherige Kultivierung erwUnscht 50 
oder sogar vorgeschrieben sein. So isl es notwendig, z. B. fur den Nachweis von einer einzigen Salmonelle in 25 ml 
Milch, diese eine zeidang zu kultivieren, um anschlieBend auch mit statistischer Zuverlassigkeit eine oder mehrere Sal- 
monellen im Probenvolumen zu haben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann weiter zur Untersuchung medizinischer Proben eingesetzt werden. Dabei ist es 
sowohl flir die Untersuchung von Gewebeproben, z. B. Biopsiematerial aus der Lunge, Tbmor- oder entzUndiichem Ge- 55 
webe, aus Sekreten wie Schweifi, Speichel, Sperma und AusfluB aus der Nase, Hamr5hre oder \^gina sowie fur Stuhl- 
und Urinuntersuchungen geeignet 

Ein weiteres Anwendungsgebiet ftir das vorliegende Verfahren ist die Untersuchung von Abwassem, z. B. Belebt- 
schlamm, Faulschlamm oder anaerobem Schlamm. Daruber hinaus ist es geeignet, Biofilme in industriellen Anlagen zu 
analysieren, sowie auch sich natUdicherweise bildende Biofilme oder bei der Abwasserreinigung bildende Biofilme zu 60 
untersuchen. SchlieBlich ist es auch zur Untersuchung und Qualitatskontroile pharmazeutischer und kosmetischer Pro- 
dukte, z. B. von Salben, Cremes, Tmkturen, Saften etc. geeignet. 

Das erfindungsgemafie Verfahren stellt eine Moglichkeit dar, die in situ-Hybridisierung zur Zellidentifizierung und ge- 
gebenenfalls Quantifizierung in der Praxis zu etablieren. Die erforderliche Ausstattung wUrde sich z. B. bei Verwendung 
von FluoreszenzmolekUlsonden auf den Erwerb eines Ruorometers beschranken (max. ca. DM 18000,-). Im Gegensatz 65 
dazu bewegt sich ein Epifiuoreszenzmikroskop, das zur Durchfuhrung des herkommlichen FISH-\^rfahrens geeignet ist, 
und mit welchem ausreichend gute in situ-Hybridisierungsergebnisse erzielt werden k5nnen, in der Prdsklasse von ca. 
DM 100000,-. Hinzu konunt, daB bei Verwendung z. B. von Cy-S markierten Sonden, die Epifluoreszenzmikroskope zu- 



5 



Db 199 36 8 /5 A 1 



satzlich mit einer hochwaligen CCD-Kamera ausgestattet sein mussen (Preis zwischen DM 30000 - und DM 50000,-). 
Aus diesem Grand stcllt das erfindungsgemaBe \ferfahren eine wesentlich billigere MeBmethode dar; als die zeitaufwen- 
dige Quantifizierung am Epifluoreszenzmikroskop. tJberdies sind die laufenden Kosten des erfindungsgemaBen \ferfah- 
rens mittels Ruoromeler wesentlich geringer als die des herkonunlichen Verfahrens mittels Epifluoreszenzmikroskopie. 

5 Dies liegt vor allem daran, daB die (^ecksilberhochdrucklampen (DM 450 - pro Stiick) der Epifluoreszenzmikroskope 
aus Qualitats- und Sicherheitsgriinden spatestens alle 100 Betriebsstunden emeuert werden mussen. Das enorm zeitauf- 
wendige Zahlen spezifisch mariderter Zellen unter dem Mikioskop fuhrt somit zu einem hohen LampenverschleiB. Die 
Xenonbogenlampe eines Ruorometers (DM 3000 -) hat selbst bei intensiver Auslastung des Gerates eine Haltbarkeit 
von 1 bis 3 Jahrwi. Einen zusatzlichen Kostenfaktor stellen auch die fiir die Messung benStigten Personalkosten dat 

10 Wahiend die quantitative Analyse einer Umweltprobe mittels des herkommlichen \ferfahrens vor allem beim Einsatz 
mehreier Sonden mehrerc Tage in Anspruch nimmt, sollte das erfindungsgemaBe Verfahren diese Aufgabe innerhalb we- 
niger Stunden erledigen. Fiir die Hybridisierang und Extraktion wird ein Zeitaufwand von 3 Stunden benotigt, die (Juan- 
tifizierung im Fluorometer wird nur wenige Minuten in Ansprach nehmen. Die Quantifizierung konnte auch yon unge- 
schulten Kraften vorgenommen wa-den, wohingegen bei dem herkommlichen Verfahren die visuelle Quantifizierung die 

15 Fahigkeiten eines Spezialisten erfordert. 

Obwohl die Erfindung im wesentlichen mit Bezug auf fluoreszenzmarkierte Sondenmolekiile beschrieben worden ist, 
versteht es sich von selbst, daB die genannten Vorteile bei Verwendung anderer Marker ebenfalls gegeben sind. 

ErfindungsgemaB wird weiterhin ein Kit zur Durchfuhrang des Verfahrens zum Nachweisen von Mikroorganismen in 
einer Probe bereitgestellt Der Inhalt eines solchen Kits richtet sich im wesentlichen nach der Natur des nachzuweisenden 

20 Mikroorganismus. Er umfaBt als wichtigsten Bestandteil eine fiir den jeweils nachzuweisenden Mikrooiganismus spezi- 
fische Nukleinsauresonde sowie eine weitere Nukleinsauresonde, mit der eine Negativkontrolle durchgefuhrt werden 
kann. Dariiber hinaus umfaBt er einen Hybridisierungspuffer und gegebenenfalls einen Lysepuffer. Die Wahl des Hybri- 
disierungspuffers hangt in erster Linie von der Lange der verwendeten Nukleinsauresonden ab. So mussen, wie dem 
Fachmann bekannt ist, fiir die Hybridisierang einer Nukleinsauresonde von 15 Nukleotiden Lange weniger stringente 

25 Bedingungen gewahlt werden als fiir die Hybridisierang einer Sonde von 75 Nukleotiden Lange. Beispiele fiir Hybridi- 
sierungsbedingungen sind z. B. in Stahl & Amann (1991) in Stackebrandt u. GoodfeUow (Hrsg.), Nucleic Acid Tfechni- 
ques in Bacterial Systematics; John Wiley & Sons Ltd., Chichester, UK, angegeben. 

Die Zusammensetzung des Lysepuffers ist ebenfalls vom jeweiligen Mikroorganismus abhangig. So sind zur Lyse von 
Vmishullen, Zellwanden Gram-positiver oder Gram-negativer Bakterien, Zeilmembranen von Hefe oder Algen jeweils 

30 leicht unterschiedliche Bedingungen erforderlich, die ohne weiteres in der Literatur festgestellt werden konnen. 

In dner bevorzugten Ausfiihrangsform enthalt der erfindungsgemaBe Kit spezifische Sonden zum Nachweis von Bak- 
terien der Gattung Salmonella. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrangsform handelt es sich bei dem Nukleinsaure- 
sondenmolekiil zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus um die Nukleinsauresequenz: 

35 Salm63: 5 -TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
und bd der Negativkontrolle um die Sequenz 
NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCrGGAGC-3' 

Oder um Nukleinsauresondenmolekule, die sich von Salm63 und/oder NonSahn durch eine Deletion und/oder Addition 
40 unterscheiden, wobei die Fahigkeit dieser Sonden, mit Salmonellaspezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalten 
bleibt, Oder um Nukleinsauresondenmolekiile, die mit den zuvor genannten Nukleinsauren hybridisieren konnen. 

Die folgenden Abbildungen und die Beispiele dienen der Erlauterang der Erfindung und soUen nicht in einschranken- 
der Weise ausgelegt wearden. 

45 Abbildungen 

Abb. 1 veranschaulicht, wie das erfindungsgemaBe Verfahren zur Detektion von Zellen eines TVps A eingesetzt wer- 
den kann, wahrend gleichzeitig die Anwesenheit von Zellen eines TVps B ausgeschlossen wird. Dazu werden Nukleiri- 
sSuresonden, die fiir die Zelltypen A und B spezifisch sind, bereitgestellt und mit der zu untersuchenden Probe hybridi- 

50 siert. WMhrend des Hybridisierangsvorganges dringen die verschiedenartig markierten Sonden A und B in die Zellen 
vom Typ A und C ein. Nur die Zelle vom lyp A enthalt Zielnukleinsaure mit den Bindungsstellen fiir Sonden vom Typ 
A, nicht jedoch die Zelle C. Dariiber hinaus besitzt keine der beiden Zellen Bindungsstellen fiir Sonden vom lyp B, der 
deshalb nicht gebunden wird. Nach dem anschlieBenden Waschschritt befinden sich nur noch gebundene Nukleinsaure- 
sonden vom lyp A in den Zellen. 

55 Die \fischung von Zellen, die zum Tfeil Nukleinsauresondenmolekule vom lyp A gebunden haben, wird einem Ablo- 
seschritt unterworfen. AnschlieBend kSnnen die nun abgeloslen Nukleinsauresondenmolekule vom lyp A quantifiziert 
werden. 

Abb. 2 zeigt das Ergebnis einer Hybridisierang von 10 in H-Milch inokulierten S. typhimurium U2 Zellen nach 
13stundiger Inkubation bei 3TC, 40% im HP, HVL 400, 

60 

Ansatz mit Salmonellen: 

Salm63-Cy3 erfaBt Salmonella spec., stellt spezifisches Signal dar 

nonl5-Cy3 Nonsense-Sonde, reprasentiert unspezifische Bindung und Hintergrand (Kontrolle 1) 

65 

Ansatz ohne Salmonellen: 

Salm63-Cy3 erfaBt Salmonella spec, reprasentiert den Hintergrand mit der Salmonellenspezifischen Sonde, da in diesem 
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Ansatz keine Salmonellen vorbanden waren (Kontrolle 2) 

BEKPIEL 1 

Nachweis von Bakterien der GaUung Salmonella in Milch S 
1. Allgemeine Beschieibung 

Das nachfolgend beschriebene Verfahren, im Rahmen dieser Erfindung "SalmoQuick-Xferfahren" genannt, dient zur 
qualitativen Analyse von Bakterien der Gattung Salmonella in Lebensmitteln auf der Grundlage des erfindungsgemaBra 10 
Verfahrens. Die Identifizierung von Salmonellen erfolgt in 24 Stunden; dadurch ergibt sich ein erheblicher Geschwindig- 
keitsvorteil gegenuber konvendonellen Methoden, die fiir eine Idendfizierung je nach taxonomischer Genauigkeit zwi- 
schen 5 imd 14 Tagen benotigen. 

2. Grundprinzip is 

Salmonellen in Milch werden durch gegen rRNA-gerichtete fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden spezifisch er- 
faBt Nach entsprechend stringenten Waschschritteo werden die gebundenen Sonden wieder von ihren Zielstellen in den 
Bakterien abgeldst und in einem Fluorometer quantifiziert Durch die Hohe des eriialtenen Signals im Ruorometer kann 
eine Aussage dariiber getroffen werden, 6b in der Milch Salmonellen anwesend sind oder nicht 20 

3. Kurzbeschreibung 

Die Milchprobe, die auf die Anwesenheit von Salmonellen untersucht werden soil, wird mehrere Stunden inkubiert. 
Auf diese Weise wird sichergestellt, dafi durch die Vermehrung der eventuell in der Milch voriiandenen Salmonellen er- 25 
stens geniigend Zielstellen fur die Detekdon mil Sonden vorfianden sind und zweitens nur lebende Salmonellen identifi- 
ziert werden. Ein Populationsshift durch die mehrstundige Inkubation ist unschadlich, da es nur urn die Gegenwart oder 
Abwesenheit von Salmonellen nicht jedoch um den Nachweis aller Bakterien geht. Nach der Zentrifiigation und der Fi- 
xierung der Zellen, wahrend der die Zellen fur die Sonden zuganglich gemacht werden, konnen durch einen Lyseschritt 
die die anschliefiende Hybridisierung storenden Proteine ausreichend gut entfemt werden. Wahrend der anschliefienden 30 
Hybridisierung binden unter ausreichend stringenten Bedingungen die fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden 
spezifisch an die rRNA oder Bakterien der Gattung Salmonella. Der anschliefiende Waschschritt sorgt fur eine Entfer- 
nung der nicht gebundenen Sonden. Wahrend einer weiteren Behandlungsprozedur werden die spezifisch gebundenen 
Sonden aus den Zellen extrahiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe dieser Sonden konnen dann in einem Fluorometer quantifi- 
ziert werden. Die Hohe des eriialtenen Signals gibt Auskunft dariiber, ob Salmonellen in der Milchprobe vorhanden wa- 35 
ren oder nicht 

4. Technische Ausstattung 

4. 1 Vorbereitung der Probe 40 

Zur Probenvorbereitung werden benotigt: 

- ProbengefaB (Greiner, Niirtingen) 

' Rundschutder 45 

- Greiner-Zentrifuge (8000 Umdrehungen/Minute) 

- Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen/Minute) 

4.2 In situ-Hybridisierung 

SO 

Fur die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

- Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen/Minute) 

- Heizblock und Wasserbad Oder zweiHeizblocke 

- Hybridisierungsofen 

4.3 Quantifizierungsgerat 

- Fluorometer, Chemiluminometer oder Szintillator 

60 

5. Materialien 
5.1 Vorbereitung der Probe 

Folgende Materialien wurden zur Verarbeitung det Ptobe einschlieBlich der Zellfixierung verwendet: 65 

- 9 ml Saline-Rohrchen: 0,9% NaCl in H20dcsL 
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TrypticSoyMediumCrS-Medium) 



15,0 g 

Casein Pepton 



5 NaCl adllpH'?^ 



10 100 niM 

NajHPOA 150 mM 

NaCl 10 mM 

EDTA 40 mM 
NaOH 

15 



Lyse-Puffer 



PBS- 



.PO4) 



-Losung 



40 



iSOmMNaG ^^ostaininl5sung) pH 7,2-7,4 

360 jil 

50 SMNaCl 40^ii 
lMTris/HapH8.0 

Formaimd 2 jil 

l0%(w/v)SDb 2 ml 

adH20buiesL 

55 V/aschpuffer(2tnl) 

18,4 JAl 

60 iMTris/HClpHS^O 
0,5MEDTApH8,0 
l0%(w/v)SDS> 

adH20bidesL 



Sonden 
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6.2 Jn situ-Hybridisierung 
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NonSalm: 5*<KnAACTACTrCTGGAGC-3' 
verwendeter FluoreszeDzfarbstoff : Cy3 

6. Durchfiihrung 
6.1 Vorbereitung der MiLch 

1. Milchproben und TS-Medium ca. 20 min auf 3TC vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml vorgewarmtem TS-Medium zu 25 ml vorgewarmter Milch in einem 50 ml fassenden Ptoben- 
gefaB. 

3. Inkubation bei 30"* uber Nacht (13 Stunden) auf dem Rundschtittler. 

4. Zentrifugation der 50 ml PirobengefaBe zur Zellemte bei 8000 Umdrchungen/min fUr 8 min. 

5. Resuspension des Pellets mil 25 ml Lysepuflfer zur Trcnnung von Proteinen und Fetten der Milch von den Zellen 
und anschlieBende Inkubation fiir 10 min bei RT (Raumtemperatur). 

6. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrchungen/min, 15 

7. Wederholung der Resuspension und Inkubation mit LysepufFer (siehe 5.) 

8. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min, 

9. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 ^ 1 x PBS und Uberfuhrung in ein Eppendorf-Reaktionsgefafi. Spu- 
len des 50 ml PtoboigefaBes mit 600 fil 1 x PBS. 

10. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fiir 6 min, 20 

11. Verwerfen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

12. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

13. Verwerfen des Dberstandes und voUstandige Resuspension des Pellets in 200 pi 1 x PBS. 

14. Zugabe von 600 pi einer frisch heigestellten 4%igen Paraformaldehydlosung. 

15. Inkubation fiir 1 Stunde bei 4T. 25 

16. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fiir 6 min. 

17. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 mil x PBS. 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fiir 6 min. 

19. Verwerfen des Oberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
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1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48^C im Wasserbad oder im Heizblock fur ca. 20 min. 

2. tJberfiihrung der ^pendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zuriickgebliebenen Zellpellet) auf den Heizblock (auf 
80°C vorgeheizt) und Inkubadon fiir 5 min bei 80T. 35 

3. Nach der 5minatigen Inkubation bei 80**C Zugabe von 80 \A des voigewarmten Hybridisierungspuffers in jedcs 
Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

4. Zugabe von je 2,5 pi der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" zu zwei der vier Milchproben- 
Ansatze. 

5. Zugabe von je 2,5 pi der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "nonSalm63-Cy3" zu den beiden verbleiben- 40 
den Milchproben- Ansatzen. 

6. Heftig Duichmischen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 10 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) Abzentrifiigie- 
len mittels einer kleinen Hschzentrifiige. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 2 Stunden bei 46°C im Hybridisierungsofen oder im ^serbad 
bzw. Heizblock (Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 45 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48°C im Wasserbad oder im Heizblock. 

9. Nach Inkubation fiir 2 Stunden bei 46T Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehun- 
gen/min fiir 6 min. 

10. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 pi-Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

11 . Zugabe von 100 pi vorgewarmtem Waschpuffer, heftiges Durchmischen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 5 50 
Sekunden und Oberfuhrung ins Wasserbad bei 48**C fiir 20 Nfinutra (Entfemen der nicht gebundenen Sondenmole- 
kiile unt^ stringenten Bedingung^). 

12. Vorwarmen des Ablosepuffers auf 80T im Heizblodc. 

13. Nach 20minutiger Inkubation bei 48T Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehun- 
gen/min. fiir 6 min, 

14. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des tJberstandes mit einer 200 pl-Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

15. Zugabe von 110 pi vorgewarmtem Ablosepufifer, heftiges Durchmischen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 5 
Sekunden und Cberflihrung auf den Heizblock auf 80°C fiir 15 min (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

16. Nach 15minutiger Inkubation bei 80°C Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehun- 
gen/min fiir 6 min. ^ 

17. Vorsichtige Uberfuhrung des Obo^tandes mit einer 200 pl-Pipette ohne das Pellet zu beriihren in neue 1^ ml 
ReaktionsgefaBe und anschlieBend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis zur Vermessung. 

18. Huorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung ("Excitation wavelength") und auf 
570 nm ("Emission wavelength") zur Messung der Emission des Cy3-Farbstoffes einstelien. 

19. High \foliage Level auf die gewunschte EmpfindUchkeit einstelien (400 bis 800 HVL). 6S 

20. 107 pi Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskiivette fiir die Fluorometrie fuUen. 

21. Huorometer auf Null stellen ("Auiozero"). 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vfermessung 5 Sekunden in der Hand auf Raumtemperatur vorwar- 
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LIE, - 

tergrundwarsauu BEISPIEL2 

.....vonB3.--Oa..S3.o.. ^^^^^^ 

15 iri bzw. 25 g zur HyX^^iS.TTCrGGAGC-a'). 

JO TCGACrOACmA^ A-ZeUfixicrung 

Laborausstatmng 

« lOOinl-undU-menmeyeikolben 
^ - ii^iy^ Materialien 



10,0 g 

ReischPepton 5,0 g 

« SSriuni.ydrog.npbosphat ^'^^ 



45 



50 



KaUumdihydrogenpho^^^^^ g 
MalachitgriinCOxalat) pH7,2+/-0,2 

. ,i„l00nd.ErlenmeyerkolbenabfuUenundl5 
. uErlenmeyer.olbenund30n.-Port.onenmlW 

725 nd-Portionen in U-Er^y 
beil2rCautoklavieren. 

Lyse-Puffer 



100 mM 

NaiHPOA 150 mM 

NaCl 10 mM 

55 EDTA 40 mM 

NaOH 



200mMNaH^4 pH7,2-7,4 
200niMNa2HPO4 



6S 
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3xPBS-LdsuDg 

390inMNaCl 

200 mM Na^P04 (PBS-Stammlosung) pH 7^-7,4 



IxPBS-Losung 

130mMNaCl 

10 mM Naj,P04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2-7,4 



4% Parafonnaldehydlosung (PFA) 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem H2C)bidcsL; tropfenweise Zugabe von 15 
1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des Paraformaldehyds; anschlieBend Hinzufligen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkiih- 
lung der Losung auf ca, 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HCl auf 7,2-7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-Lo- 
sung aber einen 0,2 pm-Filter (MILLIPORE, Eschbom), Die Losung kann bei 4°C fur ca. eine Woche aufbewahrt wer- 
den; Einfirieien uber mehreie Monate ist ebenfalls mogUch. 



20 



Durchfuhrung 



1. 225 ml gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgriinzusatz auf 3TC ca. 1 Stunde vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml Milch bzw. 25 g Milchpulver zu 225 ml vorgewSnntem gepufferten Peptonwasser mit Mala- 
chitgrOnzusatz und griindlich mischen. 25 

3. Inkubation fur 7,5 Stunden bei 37T auf dem Rundschutder. 

4. Sterile Entnahme von 1 nd aus inkubiertem Ansatz und t)berfuhrung in 30 ml gepuffertes Peptonwasser mit Ma- 
lachitgriinzusatz. 

5. Inkubation iiber Nacht (mind. 14 Stunden) bei 37°C auf dem Rundschutder. 

6. Uberfiihrung der inkubierten 30 ml-Ansatze in 50 ml-ProbengefaBe zur Zellemte. 30 

7. Zentrifugation der Probengefafie bei 8(XX) Umdrehungen/min fiir 8 min. 

8. Resuspension des Pellets mit 20 ml Lysepufier zur 'Diennung von Proteinen und Fetten der Milch von den Zellen 
und anschlieBende Inkubation fiir 10 min bei RT. 

9. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

10. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 fil 1 x PBS und tJberfuhrung in ein 2 ml-ReaktionsgefaO. Spiilen 35 
des 50 ml Probengef^ mit 600 pi 1 x PBS. ^ 

11. Zentrifugation der ReaktionsgefaBe bei 14(X)0 Umdrehungen/min fLIr 6 min. 

12. Verwerfen des Oberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 xPBS. 

13. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14(XX) Umdrehungen/min ftir 6 min. 

14. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 450 pi 1 x PBS. 40 

15. Zugabe von 1350 pi einer &isch aufgetauten Parafonnaldehydlosung. 

16. Inkubation fiir 1 Stunde bei 4®C, 

17. tJberfuhrung von je 800 pi in zwei 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur die anschlieBende Hybridisierung 
mit "Salm63-Cy3" und "nonSalm-Cy3". 

18. Zentrifugation bei lAQOO Umdrehungen/ min fur 6 min. 45 

19. Abnehmen und Verwerfen des (jberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 x PBS. 

20. Zentrifugation bei 14(XX) Umdrehungen/ min fur 6 min. 

21. Abnehmen und Verwerfen des Oberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 

B. Hybridisierung 50 
Laborausstattung 

- Tlschzentrifuge (14000 Umdrehungen/Minute) 

- Fluorometer (Kontron Instruments SFM 25) 55 

- Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke (48T und 80**C) 

- Hybridisierungsofen (46°C) 

Materialien 

60 

- Formamid (Merck, Darmstadt) 

- Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/pl: 25 pi "Salm63-Cy3", 25 pi "nonSalm-Cy3" 
Ablosepuffer (2 ml): 

0.01 MTOs/HClpH 9,0 65 
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SMNaCl 

lMTris/HapH8,0 

Formamid 

10%(w/v)SDS 

H20bidest 



Db m 36 875 A 1 

Hybridisierungspuffer (2 ml mit 40% Formamidgehalt) 

360 >il 
40 pi 
800^1 

2fil 
ad 2 ml 



SMNaCl 18,4^1 

lMTris/HapH8,0 40 pi 

0,5MEDTApH8,0 20 pi 

10%(w/v)SDS 2 pi 

H20bidcst ad 2 ml 



Waschpuffer(2ml) 



Durchfiihrung 

1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48°C im Wasserbad oder im Heizblock fiir ca. 20 min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zuriickgebUebenen Zellpellet) auf den Heizblock (auf 
SOT vorgeheizt) und Inkubation fiir 5 min bei 80T. 

3. Nach der Inkubation bei 80**C fiir 5 min Zugabe von 160 pi des voigewarmten Hybridisieruncspuffers in ledes 
Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

4. Zugabe von je 3,0 pi der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3" zu den zwei Parallelansatzen. 

5. Zugabe von je 3,0 pi der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitsl6sung '*nonSalm-Cy3" zu den beiden verbleibenden 
Parallelansatzen. 

6. Wirlen (Vortexen) der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 10 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) Abzentrifugieren 
mittels einer kleinen Hschzentrifuge. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefdBe fiir 2 Stunden bei 46T im Hybridisierungsofen oder im \^serbad 
bzw. Heizblock (Hybridisierung der Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48T im Wasserbad oder im Heizblock. 

9. Nach der Inkubation fiir 2 Stunden bei 46T Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdre- 
hungen/min fur 6 min. 

10. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des tJberstandes mit einer 200 pl-Kpette ohne das Pellet zu bertihren 
IL Zugabe von 180 pi vorgewarmtem Waschpuffer, Wurlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und 
Uberfuhrung ms Wasserbad bei 48°C fiir 20 Minuten (Entfemen der nicht gebundenen Sondenmolekiile unter strin- 
genten Bedingungen). 

12. \forwarmen von ca. 1,4 ml Ablosepuflfer auf 80^C im Heizblock. 

13. Nach Inkubation bei 48°C fur 20 min Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefdBe bei 14000 Umdrehuneen/ 
nun fiir 6 min. ^ 

14. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 pl-Pipette ohne das PfeUet zu beriihren 

15. Zugabe von 130 pi vorgewarmtem Ablosepuffer, Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 5 Sekunden und 
Uberfuhrung auf den Heizblock auf 80T fur 15 Minuten (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz) 

16. Nach Inkubation bei 80T fur 15 min Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 limdrehuneen/ 
mm fiir 6 min. 

17. Vorsichtige Oberfuhrung des Oberstandes mit einer 200 pl-Pipette ohne das Pfcllet zu beruhren in neue 1,5 ml- 
ReaktionsgefaBe und anschlieBend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis zur Vermessung. 

18. Ruorometer anschalten und die WeUenlangen auf 550 nm zur Anregung ("Excitation wavelength") und auf 
570 nm ("Emission wavelenght") zur Messung der Emission des Cy3-Farbstoflfes einsteUen. 

19. High ^foltage Level auf die gewOnschte EmpfindHchkeit einsteUen (400 bis 800 HVL). 20 108 pi Ablosepuffer 
m erne Prazisionsglaskuevette fiir die Huorometrie fiillen. 21. Fluorometer auf NuU steUen ("Autozero") 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf Raumtemperatur vorwar- 
men. 



23. EinfuUen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die Prazisionsglaskuevette fiir die Huororrie- 
tne und Vermessung des Signals. 

24. Ablesen des Signals nach 1 0 Sekunden, da nach dem Ofl&ien der Abdeckung des Lichtkanals das Simal nach 5 
bis 8 Sekunden stabil ist. * 

25. Huoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit "Salm63-Cy3" hybridisierten Milch- 
probe abzughch dem Huoreszenzwert der mit "nonSahn-Cy3" hybridisierten Milchprobe. 
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Ub 199 36 8 /5 A 1 

BEISPIEL3 

Anwendung der Fast-FISH-Technik zur lelativen Quantifizierung von Bakterienpopulationen in Belebtschlamm (am 

BeispielPPx3) 

A. Zellfixiening 

Laboiausstattung: 

- 2 ml-ReaktionsgefaBe 

- Tischzentrifuge (14000 Umdiehungen/Minute) 
Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 

PBS-Stammlosung (NaxF04) 

200inMNaH2PO4 

200 mM Na2HP04 pH 7,2-7,4 

3xPBS-L6sung 

BQOmMNaCl 

30 mM NaxP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2-7,4 

IxPBS-Losung 

130mMNaCl 

10 mM NaiP04 (PBS-Stammlosung) pH 7,2-7,4 

4% Paraformaldehydlosung (PFA) 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Parafomaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem HaObidest; tropfenweise Zugabe von 
1 M NaOH bis zum voUstandigen Losen des Paraformaldehyds; anschliefiend Hinzufiigen von 16,6 ml 3 X PBS, AbkOh- 
lung der Losung auf ca. 20*'C; EinsteUen des pH-Wertes mil 1 M HCl auf 7,2-7,4; Sterilfiltration der fertigen PFA-L5- 
sung iiber einen 0,2 |im-Filter (MELLIPORE, Eschbom). Die Losung kann bei 4°C fiir ca. eine Woche aufbewahrt wer- 
den; Einfheien iiber mehrere Monate ist ebenfalls mdglich. 

Duichfuhrung 

1. Zugabe von drei Teilen 4%iger Paraformaldehydlosung zu einem Tfeil frisch gezogener Belebtschlammprobe 
(z. B. 30 ml 4%ige Paraformaldehydlosung zu 10 ml Belebtschlamm). 

2. Inkubation fur 3 Stunden bei 4°C. 

3. Zentrifugation bei 80(X) Umdrehungen/ min fiir 6 min. 

4. Verwerfen des Uborstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 x PBS. 

5. Zentrifugation bei 8000 Umdrehungen/ min fiir 6 min. 

6. Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 

7. Resuspension des Pellets mit 250 \il 1 x PBS. 

8. Zugabe von 250 nl-18T-kaltemEthanol. 

9. Griindlich wirlen und gegebenenfalls bei -IS^'C lagem (fixierte Belebtschlanunprobe). 

B. Hybridisierung 
Laborausstattung 

- Tischzentrifuge (14000 Umdiehungen/Minute) 

- Fluorometer 

- 1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizbldcke 

- Hybridisierungsofen 

Materialien 

- Eppendorf l^tnlR^^tionsgefaBe 
' Formamid (Merck, Darmstadt) 

' Sonden-Aibeitslosungen zu je 50 ng 1 ^1: 
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Ub 199 3() »75 A 1 

25 Ml "m3 655-Cy3": ^■^^J^^^^'r^y^ verwendet werden 



Ablosepuffar(2nJl): 
0,01 MTHsmClpH 9,0 



5t;?aapH8.o 

lO%(w/v)SDS ^^^^ 

HlObidcst 



mlmit 



Waschpuffer(2inl) 



30 5S?riSiapH8,o K 

0,5MEDTApH8,0 
lO%(Wv)SDS l^^^ 

HlObidest 



40 



45 



5'. 2xdefinieilesVolumenfixierteoe» 

DurchfUhrong 

ffpr, auf 48°C im Wasserbad oder im H«zWock f urca^^ 
, ^for.•^endesHybn^«^^^^^^^ 
2 tlberfiihrungcmesdefiniertesvoiiiu 

7^aigabevonje25nld«entspiecn .,nsekundcn) Abzentrifugierenimttelseiner 

n.NachderInkub3donfar2Stundenb«46CZe ..oOul-PipetteohnedasPeUetzuberUhrca 
hungen/ min fiir 6 nun. ^ tfterstandes mit einer ^ ^ 5 Sekunden und 

aSSaVSw^*Xi48-Cfar20Mmuten(Entfen,endermch 



50 



55 



Udenunruug 
gentenBedingungen). 
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14. Vorwarmen des Ablosepuffers auf 80T im Heizblock. 

15. Nach Inkubation bei 48^C ftir 20 min Zentrifiigation der Eppendorf-Reaktionsgefafie bei 14000 Umdrehungen/ 
nunfur6min. 

16. VoUstandiges Abnehmen und Verwerfen des tJberstandes mit einer 200 ^-Pipette ohne das Pellet zu benihren. 

17. Zugabe von 110 pi vorgewanntem Ablosepufifer, Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und 
Oberfuhrung auf den Heizblock auf 80T fiir 15 Minuten (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

18. Nach Inkubadon bei 80T fUr 15 min Zentrifugation der Eppendorf-Reakdonsgef^ bei 14000 Umdrehungen/ 
min fur 6 min. 

19. Vorsichtige Uberfuhrung des Uberstandes mit einer 200 pi-Pipette ohne das Pfellet zu benihren in neue 1^ ml- 
ReakdonsgefaSe und anschliefiend Lagerung auf Eis im Dunkeln bis zur Vermessung. 

20. Fluorometer anschalten. 

21. Fiir die Vermessung der Cy3-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 550 nm ("Excitation wave- 
length") und zur Messung der Emission auf 570 nm ("Emission wavelenght") einstellen. 

22. Fiir die Vermessung der Cy5-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 644 nm ("Excitation wave- 
length") und zur Messung der Emission auf 659 mn ("Emission wavelenght") einstellen. 

23. Bei Ansatzen mit beiden FarbstofiFen (PPx3-Cy3 und 3xEub-Cy5) wird stets zuerst der Cy5-Wert und danach 
der Cy3-Wert bestinmit (wegen Ausbleicheflfekten). 

24. ffigh Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstellen (400 bis 800 HVL). 

25. 108 pi Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fiir die Ruorometrie fiillen. 

26. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

27. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand auf Raumtemperatur vorwar- 
men. 

28. Einfiilien des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die Prazisionsglaskuevette fiir die Huorome- 
trie und Vermessung des Signals. 

29. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offhen der Abdeckung des Lichtkanals das Signal nach 5 
bis 8 Sekunden stabil ist. 

Berechnung des relativen Anteils der PPx3-Zellen im untersuchten Belebtschlamm 

Durchschnitdicher Mefiwert der Belebtschlammprobe (BP) mit 3xEub-Cy = Korrekturfaktor Durchschnittlicher MeB- 

wert der BP mit 3xEub-Cy5 

Relativer Anteil der PPx3 Zellen in Prozent = 

(MeBwert BP mit PPX3-Cy3 - durchschnitd. MeBwert BP mit Nonl5-Cy3) x 100 

(MeBwert BP mit 3xEub-Cy5 - durchschnitd. MeBwert BP mit Nonl5-Cy5) x Korrekturfaktor 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Ptobe mittels einer Nukleinsauresonde, umfassend 
die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe endialtenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachwdsbaren Nukleinsauresondenmolekiilen; 

c) Entfemen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekiilen 

d) Abl5sen der hybridisierten NukleinsauresondenmolekOle und 

e) Detektieren und gegebenenfalls CJuantifizieren der abgeldsten Nukleinsauresondenmolekille, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin in Schritt d) kein Formamid eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die in Schritt d) verwendete Abloselosung ausgewahlt ist aus der 
Gruppe bestehend aus Wasser, gepuffertem Wasser, DMSO und SSC. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin es sich bei der Abl6sel5sung urn 0.001-1 ,0 M Ttts/HO, pH 9,0 +/- 2,0 han- 
delt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, worin es sich bei der Abloselosung um 0,01 M TVis/HCl, pH 9,0 +/-2,0 han- 
delt. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei einer Temperatur von 50-lOOT er- 
folgt. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei einer Tfemperatur von unter 1(X)° er- 
folgt. 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspniche, worin Schritt d) bei einer Ibmperatur von ungefahr 80T 

durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die Nukleinsauresonde komplementar zu einer 
chromosomalen oder episomalen DNA, einer mRNA oder rRNA eines nachzuweisenden Mikrooiganismus ist 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die Nukleinsauresonde kovalent mit einem detek- 
derbaren Marker verbunden ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, worin der detekderbare Marker ausgewahlt ist aus der Gruppe der folgenden Mar- 
ker 

a) Ruoreszenzmarker, 

b) Chemolumineszenzmarker, 

c) radioakuver Marker, 

d) enzymadscb aktive Gruppe, 

e) Hapten, 
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21. VerfahrennachAnspruch20,woDe Biofilm gewonnen wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspru ^^^^^^ 
rSrSigdesVerfahren.nacheine.d«von.gehen^^ 
^) idLnsdnenHybridisieruags^^^^^^ 
% nnndestenseineNdton^^^^ 

o Wn^ Teichnungen 



40 
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